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ABSTRACTS
　Tonsillar　B　cells　can　be　separated　into　three　subpopulations　in　terms　of　cell　surface　markers；　naive
（CD38－IgD＋），　germinal　center（GC）（CD38＋IgD一），　and　memory　B　cclls（CD38－IgD一）．　GC　B　cclls　are
prone　to　spontaneous　cell　death　in　vitro，　probably　due　to　apoptosis，　which　is　prevented　by　simultane－
ous　addition　of　anti－CD40　monoclonal　antibody　（mAb）　or　anti－z　plus　anti－Z　［anti一（z　十　Z）］　mAb，　although
the　latter　is　effective　during　only　early　culture　periods　（days　1－3）．　Anti－CD40　mAb　induces　8H－thymi－
dine　uptake　in　both　GC　and　memory　B　cells　with　a　higher　magnitude　of　the　responses　in　memory　B
cells．　The　simultaneous　addition　of　the　fibroblasts　transfected　with　CDw32　Fc7　receptor　into　the　cul－
ture　enhanced　the　anti－CD40－induced　proliferative　responses　both　in　GC　and　memory　B　cells．　Longer
incubation　of　anti一（z　＋　Z）　mAb　diminished　the　anti－CD40－induced　responses　in　GC　and　memory　B　cells．
GC　B　cells　expressed　significant　amount　of　Bcl－xL　and　Bax－a　with　undetectable　level　of　Bcl－2．　Enhance－
ment　of　p21　Bax－a　with　a　generation　of　a　novel　form　of　Bax－a，　p18　Bax－a，　was　obtained　in　GC　B　cells
treated　with　medium　alone，　while　it　was　prevented　by　the　simultaneous　addition　of　anti－CD40　mAb．
Bcl－xL　level　was　not　significantly　affected　by　the　culture　with　or　without　anti－CD40　mAb．　These　results
suggest　that　Bax－a　plays　a　role　in　spontaneous　apoptosis　in　GC　B　cells．
INTRODUCTION
　　Germinal　centers　（GC）　have　been　shown　to　be　formed　in　tonsils　during　T　cell－dependent　antibody
responses　and　consists　of　actively　proliferating　B　cells　with　follicular　dendritic　cells　（FDC）　and　T
cellsi72）．　Following　antigenic　stimulation，　antigen－specific　B　cells　are　initially　activated　in　the　T　cell－rich
area　together　with　T　cells　and　then　develop　locally　into　antibody－forming　cells　or　migrate　into　primary
follicles　to　start　GC　formation8・4）．　Once　the　activated　B　cells　enter　primary　follicles，　they　undergo　a
massive　clonal　expansion，　hypermutation，　and　isotype　switching5N9）．　These　rapidly－dividing　B　cells　con－
stitute　a　dark　zone　of　the　GC　and　then　give　rise　to　non－dividing　centrocytes，　which　fill　a　light　zone．
The　centrocytes　interact　with　T　cells　and　FDC，　which　is　able　to　retain　unprocessed　antigens　in　the　form
of　immune－complexes　for　a　long　time．　The　interactions　between　antigens　on　FDC　and　B　cells　are
required　for　the　maintenance　of　B　cell　memoryiO・ii）．　The　antigen　on　FDC　is　taken　up　by　B　cells　and
processed，　followed　by　the　presentation　of　the　processed－antigen　to　T　cells．　When　the　centrocytes　are
cultured　in　vitro，　they　are　susceptible　to　spontaneous　apoptosis　unless　stimulatory　signals　are　provided
to　B　cells．　The　signals　promoting　proliferation　or　differentiation　of　the　centrocytes　include　cross－link一
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ing　of　membrane　immunoglobulin　（mlg），　CD40－L，　IL－4，　IL－10，　G－CSF’2N’J”）．　Extensive　cell　death　in　vivo
is　observed　in　centrocytesi6）．
　　rl］he　balance　between　apoptosis－accelerating　gene　products　（Bax，　Bad，　Bik）　and　apoptosis－inhibiting
gene　products　（Bcl－2，　Bcl－xL，　Mcl－1）　has　been　postulated　to　regulate　apoptosisi7）．　The　level　of　Bcl－2　is
down－regulated　in　the　selection　phase　of　B　lymphocyte　development　such　as　pre－B　cells，　immature　B
cells，　and　GC　B　cellsi7・　i8）．　The　upregulation　of　Bcl－2　is　obtained　in　naive　or　memory　B　cells，　which　show
some　resistance　to　apoptotic　stimuli．　Lymphocytes　from　bcl－2－transgenic　mice　withstand　cytotoxic　insults
such　as　irradiation，　glucocorticoidi7t　i9）．　Bax　protein，　a　promoter　of　cell　death，　is　expressed　both　in
immature　and　mature　lymphocytes．　Three　species　of　Bax　mRNA，　a　（1　kb），　6　（1．5　kb），　7　form，　are　gen－
erated　by　differential　splicing20）．　Bax－a　protein　（21　KDa），　encoded　by　Bax－a　mRNA，　is　dimerized　with
Bcl－2，　Bcl－xL，　or　itself．　The　level　of　Bax－a　is　upregulated　upon　irradiation　and　antigen－stimulation2i・22）．
　　In　the　present　study　we　studied　how　spontaneous　apoptosis　in　GC　B　cells　is　regulated　by　activated　T
cells　or　antigen　stimulation．　We　found　that　the　Bcl－2　gene　family　member，　Bax－a，　plays　a　role　in　the
spontaneous　cell　death　in　GC　B　cells．
MATERIALS　AND　METHODS
　Reagents
　　The　monoclonal　or　polyclonal　antibodies　used　for　phenotypic　analysis　were　obtained　from　the
following　source：　purified　anti－CD19　monoclonal　antibody　（mAb）　（IgGl，　J4．119）　and　anti－CD38　mAb
（lgGl，　T16）　from　lmmunotech　（Marseille，　France）；　anti－CD40　mAb　（lgGl，　G28－5），　anti－lgD　mAb　（lgG3，
STA4－1），　anti－z　mAb　（IgGl，　TB28－2），　anti－Z　mAb　（IgG2a，　HP6054），　anti－mouse－z　mAb　（rat　IgGl，　187．1）
from　ATCC　（Rockvill，　MD，　USA）；　purified　mouse　anti－human　Bcl－2　mAb，　and　purified　mouse　anti－
human　Bax－a　mAb　from　Medical　and　Biological　Laboratories　Co．　Ltd．　（Nagoya，　Japan）；　purified　rab－
bit　anti－human　Bcl－xL　mAb　from　Transduction　Laboratories　（Lexington，　KY，　USA）．
　　Preparation　of　B　cells
　　Human　tonsils　were　obtained　by　tonsillectomies　from　patients　aged　between　8　and　40　years　after　the
informed　consent　had　been　obtained　in　Otolaryngology　Department　of　Tokyo　Medical　University　and
Tokyo　Metropolitan　Police　Hospital．　Tonsils　were　finely　minced　and　incubated　with　30　ml　RPMI－1640
containing　200　U／ml　collagenase　type　IV　（Worthington　Biochem．　Co．，　Freehold，　NJ，　USA）　at　370C
for　30　min．　The　resultant　cell　suspensions　were　washed　and　subjected　to　1－g　sedimentation　in　a　layer
of　590　bovine　serum　albumin　（BSA）　in　RPMI－1640．　Cells　on　590　BSA　were　collected，　washed，　and
separated　by　the　standard　Ficoll－lsopaque　（Pharmacia，　Tokyo，　Japan）　gradient　method，　followed　by
depletion　of　non－B　cells；　T　cells　were　depleted　by　rosetting　with　sheep　red　blood　cells．　The　resulting
cells　contained　＞9590　CD19’　B　cells．　The　B　cells　were　further　separated　into　subsets　by　MACS
（Magnetic　Cell　Sorting；　Miltenyi　Biotec，　Bergisch　Gladbach，　Germany）　according　to　the　manufacturer’s
recommendations．　For　isolation　of　GC　B　cells，　the　cells　were　submitted　to　positive　selection　done
with　combination　of　biotin－anti－CD38　mAb　and　streptavidin－MicroBeads，　followed　by　applying　them　to
a　Magnetic　column．　For　isolation　of　naive　and　memory　B　cells，　CD38一　cells　were　incubated　with　biotin－
anti－IgD　mAb　and　separated　into　two　populations：CD38－IgD＋，　naive　B　cells，　CD38－IgD　，　memory　B
cells．
　　Culture　of　B　cells
　　The　naive，　GC，　and　memory　B　cells　at　a　density　of　1－v2　×　106／ml　were　cultured　for　various　days　with
RPMI－1640　containing　1090　fetal　calf　serum　（FCS），　50　paM　2　mercaptoethanol，　2　mM　L－glutamine，　and
100pag／ml　kanamycin．　The　cultures　were　assessed　by　cell　viability，　proliferation，　and　level　of　Bcl－2
family　gene　products．
　　Flowcytometry
　　B　cells　were　stained　as　previously　described23）．　The　cells　（1　×　106／ml）　were　incubated　with　primary
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antibody　（anti－CD19　mAb，　anti－CD38　mAb，　anti－lgD　mAb）　on　ice　for　30　min，　followed　by　incubation
with　FITC－anti－mouse　z　mAb　for　another　30　min．　The　cells　were　washed　two　times　and　analyzed　on　a
flow　cytometer　（FACSCaliber，　Nippon　Becton　Dickinson　Company　Ltd．，　Tokyo）．
　　Determination　of　viable　cells
　　B　cells　were　cultured　in　24－well　culture　plates　（1－2　×　106　cells／ml）　with　medium　alone，　10　ptg／ml　anti一
（x　＋　Z）　mAb，　10ptg／ml　anti－CD40　mAb　in　the　presence　or　absence　of　irradiated　anti－CDw32　antibody－
L　cells　（2　×　105／well）2‘）．　The　L　cells　were　irradiated　with　80　Gy　using　a　gamma　irradiator　（GAMMA－
CELL　40EX；　Nordion　lnternational　lnc．，　Ontario，　Canada）　two　days　before　use．　Cell　survival　was　mea－
sured　on　cultured　B　cells　collected　at　various　time　points．　Viable　B　cells　recovered　were　enumerated
by　trypan　blue　dye　exclusion．
　　Proliferation　assay
　　The　B　cells　were　cultured　without　or　with　anti－CD40　mAb　and／or　anti一（z　十　Z）　mAb　in　the　presence
or　absence　of　the　CDw32’　fibroblasts　for　various　days　and　pulsed　with　3H－thymidine　for　the　final　6　h．
The　cells　were　harvested　and　3H－uptake　was　measured　as　previously　described23）．
　Western　blotting　analysis
　　The　cells　cultured　with　or　without　anti－CD40　mAb　were　solubilized　in　lysis　buffer　（10　mM　Tris－HCI，
pH　7．4／190　Triton　X／10pag／ml　leupeptin／1mM　phenylmethyl　sulfonylfluoride／10ptg／ml　aprotinin）．
Samples　（20－50　ptg／lane）　were　resolved　on　a　12．590　SDS－PAGE　and　transferred　to　PVDF　membranes　as
previously　described25）．　Blots　were　blocked　with　590　nonfat　dry　milk，　followed　by　incubation　with　pri－
mary　antibody．　After　several　washes，　the　blots　were　developed　using　a　horseradish　peroxidase－labeled
second　antibody　and　enhanced　chemiluminescence　according　to　the　manufacturer’s　recommendations
（Amersham　Life　Science，　Buckinghamshire，　England）．　The　primary　antibodies　used　here　were　mono－
clonal　mouse　anti－human　Bcl－2，　monoclonal　mouse　anti－human　Bax　antibody，　and　rabbit　anti－human
Bcl－xL　antibody．
RESULTS
　　Surface　phenotype　of　germinal　center　B　cells
　　GC　B　cells　can　be　distinguished　from　naive　and　memory　B　cells　in　terms　of　surface　markers　such　as
CD38　and　lgD，　as　proposed　by　Pascual，　et　al．26）．　B　cell－enriched　fraction　from　tonsillar　lymphocytes
were　stained　with　biotin－anti－CD38　and　separated　into　CD38’　and　CD38L　fraction．　CD38一　B　cells　were
divided　into　CD38－lgD“　（naive　B　cells）　and　CD88－lgD一　B　cells　（memory　B　cells）　by　utilizing　the　MACS
method．　CD38＋IgD－Bcells（GC　B　cells）were　further　purified　by　depletion　of　IgD＋cells　from　the
CD38’　cells．　Accordingly，　three　subsets　of　B　cells　were　obtained　as　shown　in　Figure　1．　The　GC　B　cells
were　confirmed　to　express　CD38，　but　not　lgD．　Both　CD38　and　lgD　were　not　expressed　in　memory　B
cells　and　lgD，　but　not　CD38，　was　positive　in　naive　B　cells．　These　subset　of　B　cells　were　used　for　exper－
iments　hereafter．
　　Anti－CD40　mAb　prevention　of　spontaneous　apoptosis　of　GC　B　cells
　　The　naive，　GC，　and　memory　B　cells　were　cultured　in　RPMI－1640　with　1090　FCS　for　72　h　and　viable
cells　were　counted　by　the　trypan　blue　dye　exclusion　method．　As　shown　in　Figure　2，　less　than　590　GC
B　cells　were　recovered，　whereas　around　5090　of　naive　and　memory　B　cells　remained　alive．　We　checked
whether　T　cell－derived　signal　or　mlg　cross－linking　may　influence　the　survival　of　GC　B　cells　in　vitro．
Anti－light　chain　mAb　was　used　as　a　cross－linker　of　mlg．　The　GC　B　cells　were　cultured　with　medium
alone，　anti一（z　十　Z）　mAb，　anti－CD40　mAb，　or　anti－CD40　plus　anti一（z　＋　Z）　mAb　for　various　days　after
initiation　of　culture，　and　viable　cells　were　calculated．　The　anti－CD40　or　anti一（z　十　／）　mAb　enhanced　the
recovery　of　viable　cells　at　day　1　（8290，　7190，　vs　6290　in　medium　alone）　and　day　3　（61％，　5890，　vs　3290
in　medium）　（Figure　3）．　Although　anti－CD40　mAb　retained　the　capacity　to　maintain　the　viability　of　GC
B　cells　（6490　vs　3090　in　medium）　until　day　7，　anti一（z　十　Z）　mAb　lost　its　activity　at　day　5　（2890　vs　3090　in
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Surface　phenotype　of　naive，　GC，　and　memory　B　cells．　B　cells　separated　by　MACS　method　were　stained　with　anti－CD19
mAb，　anti－CD38　mAb，　or　anti－lgD　mAb　as　described　in　Materials　and　Methods．
Figure　2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Naive　B　Cells　GC　B　Cells　Memory　B　Cells
GC　B　cells　are　prone　to　spontaneous　cell　death　following　culture　with　medium　alone．　Naive，　GC，　and　memory　B　cells
were　cultured　with　medium　alone　for　3　day　and　viable　cells　were　counted　by　the　trypan　blue　dye　exclusion　method．
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Figure　3　Anti－CD40　mAb　prevents　spontaneous　death　of　GC　B　cells．　The　GC　B　cells　were　cultured　with　medium　alone，　anti－
　　　　　　　CD40　mAb　（10pag／ml），　anti一（z　＋　A）　mAb　（10ptg／ml），　or　anti－CD40　mAb　plus　anti一（z　十　Z）　mAb　for　various　days　and
　　　　　　　viable　cells　were　counted．
medium），　suggesting　that　anti－mlg　action　is　restricted　in　only　early　culture　period．　The　simultaneous
addition　of　anti一（z　十　Z）　into　the　anti－CD40　mAb－stimulated　culture　slightly　diminished　the　anti－CD40－
mediated　action　of　the　maintenance　of　viability　during　days　5－7．　These　findings　suggest　that　anti－CD40
mAb　induces　the　survival　of　GC　B　cells　probably　through　the　inhibition　of　the　apoptosis，　which　is　some－
what　decreased　by　long－term　m－lg　cross－linking．
　　Proliferation　of　GC　and　memory　B　cells　induced　by　anti－CD40　mAb　with　or　without　anti一（K　＋　X）　mAb
　　We　checked　whether　anti－CD40　mAb　is　able　to　induce　the　proliferative　responses　both　in　GC　and
memory　B　cells．　Both　cells　were　cultured　with　the　above　stimuli　for　various　days　and　pulsed　with　8H－
thymidine　for　the　final　6　h．　As　shown　in　Figure　4，　anti－CD40　mAb　stimulated　GC　cells　to　induce　pro－
liferation　at　days　1　to　3　with　gradual　decline　of　the　uptake　during　days　5－7．　More　vigorous　responses
were　obtained　in　memory　B　cells　with　peak　responses　at　day　3．　Anti一（z　＋　Z）　mAb　induced　virtually　no
responses　and　tended　to　inhibit　the　anti－CD40－induced　responses　of　both　GC　and　memory　B　cells　at
later　culture　periods，　especially　day　5　in　memory　cells　（1，000　vs　8，200　in　anti－CD40　mAb）．　lt　has　been
reported　that　fibroblasts　transfected　with　CDw82　Fc－7　receptor　function　efficiently　as　anti－CD40　mAb－
presenting　cells　to　B　lymphocytes　through　cell－cell　interaction24・25）．　Both　GC　and　memory　B　cells　were
cultured　in　the　presence　of　irradiated　CDw82’　fibroblasts，　with　or　without　anti－CD40　mAb　or　anti一（z
＋　Z）　mAb．　The　anti－CD40－induced　maximal　proliferative　responses　obtained　at　day　3　were　enhanced
approximately　two－fold　by　the　simultaneous　addition　of　CDw32’　cells，　although　the　profile　of　the　kinet－
ics　was　almost　similar，　with　or　without　CDw32’　cells　（Figure　5）．　Anti－CD40　antibody－induced　responses
in　both　GC　and　memory　B　cells　were　slightly　inhibited　by　concomitant　addition　of　anti一（z　十　Z）　mAb
during　days　5－7．　These　results　suggest　that　anti－CD40　mAb　induces　proliferative　responses　in　both　GC
and　memory　B　cells，　although　the　response　of　the　latter　is　higher．　The　anti－CD40－mediated　prolifera－
tive　responses，　in　both　GC　and　memory　B　cells　was　inhibited　by　long－time　incubation　with　anti一（z　十　Z）
mAb．
　　Generation　of　a　novel　p　18　Bax－or　following　culture　of　GC　B　cells
　　Bcl－2　family　gene　products　have　been　shown　to　influence　apoptosis　induced　by　various　stimulii7・i9）．
We　checked　the　level　of　apoptosis－promoting　gene　products　（Bax－a）　and　apoptosis－inhibiting　gene
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Figure　4
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Anti－CD40　mAb　induces　proliferation　of　GC　and　memory　B　cells．　GC　or　memory　B　cells　were　cultured　with　medium，
or　anti－CD40　mAb　（10pag／ml），　anti一（z　＋　！）　mAb　（10pag／ml）　for　various　days　and　pulsed　with　3H－thymidine　for　the
final　6　h，　followed　by　harvesting．
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Figure　5　Enhancement　of　anti－CD40　mAb－induced　proliferative　responses　in　GC　and　memory　B　cells　by　the　addition　of
　　　　　　　CDw32－L　cells．　CDw32－L　cells　（2　×　105／well）　irradiated　previously　to　inhibit　proliferation　were　co－cultured　with
　　　　　　　medium，　anti－CD40　mAb，　or　anti一（z　十　Z）　mAb．
products　（Bcl－2，　Bcl－xL）　in　GC　B　cells　following　culture　with　or　without　anti－CD40　mAb．　GC　B　cells
expressed　some　content　of　Bax－a　and　Bcl－xL　with　undetectable　level　of　Bcl－2，　as　assessed　by　Western
blotting　（Figure　6）．　Cells　cultured　for　24　h　with　medium　alone，　that　underwent　apoptosis，　showed　an
elevation　of　Bax－a　with　a　generation　of　novel　form　of　p18　Bax－a．　The　level　of　Bcl－2　and　Bcl－xL　was
not　altered　significantly　by　incubating　cells　with　medium　alone　or　anti－CD40　mAb．　The　generation　of
this　new　species　of　Bax－a　was　prevented　by　anti－CD40　mAb，　which　can　block　spontaneous　GC　B　cell
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Figure　6　Generation　of　novel　p　18　Bax－a　in　GC　B　cells　undergoing　cell　death，　which　is　prevented　by　anti－CD40　mAb．　The　GC　B
　　　　　　　cells　were　cultured　with　or　without　10pag／ml　anti－CD40　mAb　for　24　h．　The　level　of　Bcl－x，　Bax－a，　and　Bcl－2　was
　　　　　　　measured　by　Western　blotting　as　described　in　Materials　and　Methods．
apoptosis，　as　shown　in　Figure　3．　These　observations　suggest　that　Bax－a　participates　in　the　spontaneous
cell　death　of　GC　B　cells．
DISCUSSION
　　GC　B　cells　are　more　susceptible　to　in　vitro　spontaneous　cell　death，　probably　due　to　apoptosis，　than
naive　and　memory　B　cells．　The　spontaneous　apoptosis　in　GC　B　cells　is　prevented　by　both　anti－CD40
mAb　and　anti一（z　十　！）　mAb，　although　the　latter　is　effective　only　in　the　early　culture　period．　Prolifera－
tive　responses　in　memory　B　cells　induced　by　anti－CD40　mAb　are　higher　than　in　GC　B　cells，　as　mea－
sured　by　3H－thymidine　uptake．　The　enhanced　level　of　Bax－a　with　the　generation　of　p18　Bax－a　in　GC　B
cells　treated　with　medium　alone　for　24　h　parallels　with　spontaneous　apoptosis，　suggesting　the　active
role　of　Bax－a　in　the　spontaneous　apoptosis　of　the　GC　B　cells．
　　During　the　course　of　T　cell　dependent　antibody　responses，　B　cells　form　GC　with　T　cells　and　FDC，
in　which　somatic　mutation，　isotype　switching，　and　memory　formation　occurs5”ii）．　GC　B　cells　have　been
reported　to　undergo　apoptosis　in　vivo　and　in　vitro12・16）．　Consistent　with　these丘ndings，　GC　B　cells
cultured　in　medium　alone　were　more　susceptible　to　cell　death，　compared　with　naive　or　memory　B
cells　（Figure　2）．　Cell　death　was　evaluated　by　the　viable　cells　recovered　following　the　culture，　because
fragile　or　dead　cells　were　sometimes　removed　from　assay　systems　during　washing　procedures．　Since　GC
B　cells　undergo　spontaneous　apoptosis　when　cultured　in　medium　alonei2），　viable　cells　recovered　are
inversely　related　with　apoptosis　induction．
　　The　cell　death　in　GC　B　cells　was　partly　reduced　by　concomitant　anti－mlg　cross－linking　or　anti－CD40
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mAb．　Anti－CD40　mAb　treatment　causes　the　GC　B　cells　to　survive　until　day　7，　whereas　anti一（z　十　Z）　mAb
is　effective　only　during　the　early　culture　period　（days　1－3），　suggesting　that　the　mechanisms　of　action
of　these　stimuli　differ　from　each　other．　lndeed，　anti－CD40　mAb　induces　proliferation　of　GC　B　cells，
while　anti一（z　十　Z）　mAb　does　notFigUre　4］　27）．　The　maintenance　of　viable　cell　numbers　of　GC　B　cells　induced
by　anti－CD40　mAb　may　be　in　part　explained　by　the　CD40－induced　B　cell　proliferation．　ln　contrast，　FDC
retaining　an　antigen，　but　not　anti－CD40　mAb，　has　been　demonstrated　to　inhibit　preexisting　endonu－
clease，　although　both　prevent　apoptosis　in　GC　B　cells28）．
　　Anti一（z　＋　Z）　mAb　severely　inhibits　anti－CD40－induced　3H－thymidine　uptake　in　memory　as　well　as
GC　B　cells　during　days　5－7　（Figures　4）　in　the　absence　of　CDw32’　fibroblasts，　which　is　able　to　present
anti一（z　＋　Z）　mAb　to　B　cells．　In　contrast　to　our　observations，　Galibert，　et　al．29）　has　shown　that　prolonged
anti－mlg　cross－linking　enhances　anti－CD40－mediated　proliferative　responses　of　memory　B　cells　but
inhibits　the　responses　of　GC　B　cells．　Even　when　the　CDw32’　fibroblasts　were　added　into　the　culture，
anti一（z　十　A）　mAb－mediated　inhibition　is　still　observed　in　memory　B　cells　（Figure　5）．　Although　the
difference　between　our　findings　and　theirs　cannot　be　clearly　explained　at　present，　our　findings
suggest　that　both　memory　and　GC　B　cells　are　susceptible　to　prolonged　exposure　to　an　antigen，
especially　in　a　soluble　form．　However，　anti一（z　＋　Z）　mAb　was　used　only　in　one　concentration　in　this
experiment，　the　possibility　that　the　sensitivity　to　tolerogen　may　differ　between　GC　and　memory　B　cells
cannot　be　totally　excluded．
　　The　B　cells　mutated　through　somatic　hyper－mutation　are　assumed　to　be　selected　by　FDC　bearing
foreign　antigen，　whereas　the　cells　with　high　avidity　to　self－antigen　are　assured　to　be　deletedi・2）．　There
may　be　several　mechanisms　by　which　such　discrimination　is　carried　out．　First，　autoreactive　B　cells，
incidentally　generated　through　somatic　mutation，　may　have　a　lower　chance　to　receive　positive
stimulatory　signals　from　putative　T　cells　since　auto－reactive　T　cells　are　deleted　from　the　T　cell
repertoire．　Secondly，　the　foreign　antigen－reactive　B　cells　would　gain　positive　signals　from　FDC－bound
antigen／antibody　complexes，　whereas　self－antigen　reactive　B　cells　would　not．　Thirdly，　the　longevity　of
interaction　of　mlg　on　B　cells　with　an　antigen　would　result　in　proliferation　or　apoptosis．　Since　short
incubation　of　mlg　reduces　B　cell　apoptosis，　the　B　cells　reactive　with　foreign　antigen　may　be　activated
by　short　term　incubation．　On　the　contrary　self－antigen　may　interact　with　B　cells　for　longer　periods，
resulting　in　apoptosis．
　The　spontaneous　apoptosis　of　GC　B　cells　accompanies　the　elevation　of　p21　Bax一・a　with　unaltered
expression　of　Bcl－xL　（Figure　6）．　lnterestingly，　a　novel　form　of　p18　Bax－a　is　produced　in　GC　B　cells
undergoing　apoptosis．　The　production　of　p18　Bax－a　is　also　observed　in　B　lymphoma　cells　induced　by
9－amino－camptothecin　or　fludarabine30）．　Although　anti－CD40一　or　anti－lg－mediated　prevention　of　GC　B
cell　apoptosis　has　been　shown　to　involve　upregulation　of　Bcl－23i），　we　could　not　detect　such　upregula－
tion　by　24　h　assay　（Figure　6）．　lt　may　take　some　days　for　the　upregulation　of　Bcl－2，　as　reported　by　Holder，
et　al．32）．　The　CD40－mediated　prevention　parallels　the　down－regulation　of　p21　8e　p18　Bax－a，　suggesting
that　Bax－a　is　involved　in　spontaneous　apoptosis　in　GC　B　cells．　Our　findings　also　fit　the　notion　that　the
ratio　of　Bcl－2／Bcl－xL　to　Bax－a　is　critical　for　the　induction　of　apoptosis20）．　At　present　we　do　not　have
data　whether　p18　Bax－a　represent　an　alternative　splicing　form　or　degradation　products　of　mature
p21　Bax－a．
　　Our　results　will　be　important　for　the　understanding　of　the　spontaneous　apoptosis　of　GC　B　cells，　which
will　lead　to　clarify　the　pathogenesis　of　autoimmune　diseases．
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　Abbreviations　used　in　this　paper
　　Germinal　center，　GC；　Follicular　dendritic　cells，　FDC；　Monoclonal　antibody，　mAb；　Membrane
immunoglobulin，　mlg
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抗一CD40抗体刺激によるヒト胚中心B細胞アポトーシスの抑制
永井太朗 矢那瀬紀子 水口純一・郎
東京医科大学免疫学教室
T細胞依存性の抗体応答が進行すると，濾胞内に胚中心（Germinal　Center；GC）が形成され，体細胞突
然変異，アイソタイプスイッチ，免疫記憶等が誘導される．今回，ヒト扁桃腺からB細胞を精製し，さら
に，CD38，　IgDをマーカーとして，ナイーブ（CD38－lgD＋），　GC（CD38＋IgD一），記憶細胞（CD38－IgD一）
に分画し，その性質を検討した．GC　B細胞をin　vitroで培養すると，記憶細胞に比べて，容易にアポトー
シスに陥ったが，抗一CD40抗体或いは抗一L鎖（z＋Z）抗体と共に培養すると，アポトーシスの抑制が認め
られた．抗一L鎖抗体は培養の初期（1～3日）ではアポトーシス抑制作用を示したが，培養後期（5～7日）
では効果はなかった．一方，抗一CD40抗体は初期，後期共に有効であった．抗一LCD40抗体刺激により，3
日目をピークとした増殖反応が認められたが，抗一L鎖抗体では全く反応が認められなかった．抗一L鎖抗体
はむしろ抗一CD40抗体によって誘導される培養後期の応答を抑制した．抗一CD40抗体によって誘導される
反応はFcγ受容体を発現しているL細胞の添加によって増幅された．最後に，　GC細胞のアポトーシスに
Bcl－2ファミリー遺伝子が関与している否かを検討した．　GC細胞をin　vitroで24時間培養すると，アポト
ーシス促進作用をもつBax一α（p21）の発現が増強し，それに伴って新たなp18　Bax一αの出現が認められた．
しかし，アポトーシス抑制作用を有する抗一CD40抗体を共存させると，　p18の出現，　p21の増強は消失し
た．一方，アポトーシスの抑制に関与しているBcl－xL産物の発現は抗一CD40抗体によって影響を受けなか
った．これらの実験より，GC細胞アポトーシスは抗一CD40抗体により阻止され，その誘導にはBax一αの
関与が示唆された．
キーワード　胚中心，B細胞，アポトーシス，　CD40
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